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A subtribo Pleurothallidinae Lindl. é formada por espécies que correm risco de 
extinção pela degradação da Mata Atlântica. As suas sementes são muito pequenas 
e não contêm reservas nutritivas. A germinação na natureza necessita de simbiose 
das sementes com fungos micorrízicos específicos. Os estudos de germinação 
assimbiótica e de cultivo dessas espécies são escassos. O objetivo deste estudo foi 
analisar as características morfológicas e morfométricas das sementes e embriões 
de 11 espécies de micro-orquídeas para relacionar com a germinação in vitro e 
estabelecer um protocolo de propagação de mudas de Acianthera prolifera. 
Sementes de espécies de Pleurothallidinae foram utilizadas para estudos 
morfológicos e morfométricos, com auxílio de microscópio óptico e de microscopia 
eletrônica de varredura. As características das sementes analisadas foram: cor, 
forma, ornamentação, formato da parede das células, abertura micropilar e presença 
de depósito cuticular envolvendo o embrião. Também foram analisadas medidas 
quantitativas nas sementes e embriões, tais como: comprimento, largura, volume e 
porcentagem de espaço de ar. A análise de dados morfológicos e morfométricos 
auxiliaram no entendimento do processo germinativo das espécies estudadas. A 
viabilidade das sementes foi avaliada pela germinação in vitro em meio de cultura 
WPM, por um período de duas a 24 semanas. As melhores respostas de germinação 
ocorreram com A. prolifera (92%) e Acianthera ochreata (86%), com a formação de 
plântulas após 90 e 120 dias da semeadura. As sementes e embriões dessas 
espécies eram maiores que as outras e apresentaram polaridade estrutural que pode 
ter facilitado à germinação. Por outro lado, as piores respostas ocorreram com 
Pabstiella fusca (4%), que continha as menores sementes e embriões, sem 
ocorrência de polaridade estrutural e os seus protocormos necrosaram após 90 dias 
de cultivo em meio WPM. Os dados morfométricos avaliados demonstraram 
variações dentro do gênero Acianthera sp. e entre as espécies. Para 
estabelecimento de um protocolo de germinação assimbiótica de A. prolifera, 
sementes maduras foram inoculadas em quatro meios de cultura: WPM, MS, MS/2 e 
KC. As avaliações dos estádios de desenvolvimento de protocormos até a formação 
de plântulas foram realizadas por um período de duas a 16 semanas. Os resultados 
demonstraram que o meio MS/2 foi eficiente no início da germinação e o WPM para 
o desenvolvimento dos protocormos até a formação das plântulas de A. prolifera. 
Para estimular o crescimento dos protocormos foi testado o efeito do carvão ativado 
(0, 1, 2 e 4 g L-1) e da sacarose (0, 15, 30 e 60 g L-1) nos meios de cultura MS/2 e 
WPM. O desenvolvimento de protocormos e plântulas apresentaram melhores 
respostas em meio de cultura WPM contendo 1 g L-1 de carvão ativado. Os meios 
suplementados com sacarose estimularam o crescimento das plântulas, após 
subcultivo para os mesmos meios, sendo que para a formulação WPM foi 
recomendado adicionar 60 g L-1 e para MS/2 15 g L-1 de sacarose. As mudas de A. 
prolifera foram aclimatizadas com sucesso (95% de sobrevivência) utilizando a 
mistura comercial de fibra de coco, casca de Pinus e carvão vegetal, combinada com 
vermiculita (1:1) após 12 semanas de cultivo em casa de vegetação. 
 
 








The subtribe Pleurothallidinae Lindl. consists of  5,100 species distributed in the 
neotropics that are in danger of extinction due to the degradation of the Atlantic 
Forest. Its seeds are very small and contain no nutritional reserves. Germination in 
nature requires symbiosis with specific mycorrhizal fungi. Studies of asymbiotic 
germination and cultivation of these species are scarce. The objective of this study 
was to analyze the morphological and morphometric characteristics of the seeds and 
embryos of 11 species of micro-orchids in order to understand the process that 
control in vitro germination and also to establish a protocol for the propagation of 
Acianthera prolifera seedlings. Seeds of Pleurothallidinae species were used for 
these studies, carried out with the aid of an optical microscope and scanning electron 
microscopy. The characteristics of the analyzed seeds were: color, shape, 
ornamentation, cell wall format, micropillary aperture and presence of cuticular 
deposit. Quantitative measures were also recorded in seeds and embryos, such as: 
length, width, volume and percentage of air space. The analysis of morphological and 
morphometric data helped to understand the germination process of the species 
studied. The viability of the seeds was evaluated by the tetrazolium test and by in 
vitro germination in WPM culture medium, for a period of two to 24 weeks. The best 
germination responses occurred with A. prolifera (92%) and Acianthera ochreata 
(86%), with formation of seedlings after 90 and 120 days of sowing. The seeds and 
embryos of these species were larger than the others and presented structural 
polarity that may have facilitated the germination. On the other hand, the worst 
responses occurred with Pabstiella fusca (4%), which contained the smallest seeds 
and embryos, without occurrence of structural polarity and the protocorms died after 
90 days of culture in WPM medium. The morphometric data showed variations within 
the genus Acianthera sp. and among the species. To establish an asymbiotic 
germination protocol for A. prolifera, mature seeds were inoculated in four culture 
media: WPM, MS, MS/2 and KC. The evaluations of the developmental stages of 
protocorms until the formation of seedlings were carried out for a period of two to 16 
weeks. The results showed that the MS/2 medium was efficient at the beginning of 
germination and the WPM for the development of the protocorms until the formation 
of the seedlings. The effect of activated charcoal (0, 1, 2 and 4 g L-1) and sucrose (0, 
15, 30 and 60 g L-1) on the MS/2 and WPM culture media was tested to stimulate the 
growth of protocorms. The development of protocorms and seedlings presented 
better responses in WPM culture medium with 1 g L-1 of activated charcoal. The 
media supplemented with sucrose stimulated the growth of the seedlings after 
subculture to the same media. For WPM formulation it is recommended to add 60 g 
L-1 sucrose and, for MS/2, 15 g L-1. The seedlings of A. prolifera were successfully 
acclimatized (95% survival) after 12 weeks of greenhouse cultivation in a commercial 
mixture of coconut fiber, pine bark, and charcoal combined with vermiculite (1:1). 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 
Orchidaceae representa uma das maiores famílias das Angiospermas (APG III 
2009), com 221 gêneros e 2500 espécies no Brasil (BARROS et al., 2015). Segundo 
Pridgeon et al. (1999), a família Orchidaceae foi subdividida em cinco subfamílias, 
sendo a Epidendroideae, a maior delas. Possui cerca de 650 gêneros e mais de 
18.000 espécies, subdividida em 16 tribos, com a Epidendreae sendo a maior, com 
cerca de 5.870 espécies e dividida em seis subtribos, entre elas a Pleurothallidinae 
(PRIDGEON et al., 2005). 
Pleurothallidinae é constituída de plantas terrícolas, rupícolas ou epífitas, de 
crescimento simpodial, com aproximadamente 36 gêneros e 5100 espécies 
(KARREMANS, 2016), distribuídas do Sul da Flórida, México, ao Sul do Brasil e 
Argentina, sendo que as regiões mais ricas em espécies são Colômbia, Equador e 
Peru (PRIDGEON et al., 2005). No Brasil, muitas de suas espécies estão restritas a 
um dos biomas mais ameaçados do planeta, a Floresta Atlântica, considerada um 
dos locais mundiais de biodiversidade, definidos como regiões que concentram 
grande riqueza de espécies e endemismos, mas que tiveram sua área original 
reduzida em mais de 70% (MYERS et al., 2000; MENINI NETO e DOCHA NETO, 
2009). É representada por gêneros como: Acianthera Scheidw, Octomeria R. Br., 
Stelis Sw., entre outros (GOMES, 2005). De um modo geral, as espécies dessa 
subtribo, conhecidas popularmente como micro-orquídeas, não apresentam grande 
apelo ornamental, devido às dimensões reduzidas das plantas e de suas flores, além 
da dificuldade de cultivo, minimizando a pressão exercida pelos colecionadores 
(MENINI NETO e DOCHA NETO, 2009). Não existem recomendações para o cultivo 
de espécies dessa subtribo. Suas espécies possuem como característica a ausência 
de pseudobulbo e a parte ereta do caule que sustenta a folha não é espessada, 
recebendo o nome de “ramicaule” (STERN e PRIDGEON, 1984). 
As orquídeas, em geral, apresentam sementes leves, com formas ovais a 
elipsoides e ausência de endosperma (PRIDGEON et al., 1999). Por não possuírem 
reservas, a germinação na natureza ocorre somente após a infecção por um fungo 
micorrízico específico (SEATON et al., 2013). As sementes e embriões de diferentes 
gêneros e espécies de orquídeas apresentam grande variação em tamanho, forma, 
coloração e volume (HEALEY et al., 1980). A forma da semente e as projeções da 
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testa podem facilitar a aderência às superfícies ou a absorção de umidade 
(PRIDGEON et al., 1999). A superfície das sementes pode apresentar ou não 
ornamentações, que facilitam a dispersão pelo vento ou água, favorecendo a 
flutuação, entretanto, também podem dificultar a entrada de água para a germinação 
ocorrer (ARDITTI, 1990). Estudos morfológicos e morfométricos das sementes e de 
protocormos em vários estádios até a formação de plântulas são escassos e podem 
contribuir para o entendimento do processo de germinação assimbiótica e produção 
de mudas de espécies da subtribo Pleurothallidinae.  
A germinação in vitro de orquídeas foi desenvolvida por Knudson (1922) e foi 
considerada uma alternativa viável para acelerar a germinação de espécies de 
orquídeas na ausência de fungos micorrízicos. Vários tipos de meios de cultura vêm 
sendo utilizados para a germinação e produção de mudas de orquídeas, em grande 
escala, como as formulações: KC (KNUDSON, 1946), MS (MURASHIGE e SKOOG, 
1962) e MS/2 (MS, com a concentração de sais reduzida pela metade). O meio de 
cultura WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980), proposto para o cultivo de espécies 
lenhosas foi recomendado para a propagação in vitro de algumas espécies de 
orquídeas, como: Brasilidium forbesii (GOMES et al., 2015), Brasiliorchis picta 
(SANTOS et al., 2016) e Hadrolaelia grandis (VUDALA e RIBAS, 2017). Estudos têm 
demonstrado que nem sempre o melhor meio para a germinação inicial foi o ideal 
para o desenvolvimento das plântulas (KAUTH et al., 2008). 
Para estimular maior desenvolvimento de protocormos e plântulas é 
necessário modificação ou complementação do meio de cultura com compostos 
adicionais. O papel de carboidratos, no desenvolvimento de plântulas de orquídeas, 
tem sido estudado, uma vez que as mesmas têm poucas reservas, sendo necessário 
um suprimento exógeno (KAUTH et al., 2008). Eles exercem um papel importante 
nas culturas in vitro, como fonte de carbono e energia e também como agente 
osmótico (THORPE et al., 2008). A sacarose é um dos açúcares mais utilizados no 
meio de cultura e sua adição é essencial para o crescimento in vitro e o 
desenvolvimento de plantas, com a concentração ideal variando entre espécies de 
orquídeas, como por exemplo: 10 g L-1 para Cypripedium macranthos Sw. (HUW et 
al.,2016), 20 g L-1 para o híbrido de Phalaenopsis “Pink” (ZAHARA et al., 2017), 10 a 
30 g L-1 para Alatiglossum fuscopetalum (FERREIRA et al., 2017)  ou 40 g L-1 para 
Phalaenopsis cornu-cervi (RITTIRAT et al., 2012). O uso de carvão ativado também 
vem sendo testado em meio de cultura de germinação e para promover o 
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desenvolvimento de protocormos de muitas espécies de orquídeas, podendo ter 
efeito benéfico ou também prejudicial (PAN e VAN STADEN, 1998; SCHNEIDERS et 
al., 2012). 
A técnica de semeadura in vitro de orquídeas possibilita o aproveitamento 
máximo de sementes, no entanto, esse processo tem como desvantagem a 
necessidade de um período de aclimatização, sendo necessário que a plântula 
habite um substrato que lhe propicie boas condições para o seu melhor 
desenvolvimento (MORAES et al., 2002). Vários substratos alternativos ao xaxim, 
que se encontra em risco de extinção, estão sendo testados, entre eles, a fibra de 
coco, pó de coco, casca de pinus e vermiculita (MACEDO et al., 2014). 
A maioria dos estudos priorizam otimizar as condições de cultivo in vitro para 
espécies com valor ornamental ou comercial (PAUL et al., 2012; MOHANTY et al., 
2012) e não se concentram em espécies nativas menos significativas do ponto de 
vista econômico (ARDITTI e ERNEST, 1992), mas muito importantes para a 
conservação da diversidade genética e dinâmica do ecossistema, como as espécies 




2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 O presente estudo tem como objetivo geral analisar características 
morfológicas e morfométricas das sementes, protocormos e plântulas e verificar 
influências na germinação in vitro de espécies da Subtribo Pleurothallidinae, para 
estabelecer um protocolo de produção de mudas de Acianthera prolifera. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 





 Realizar caracterização morfológica e morfométrica de sementes de 11 
espécies da subtribo Pleurothallidinae para verificar a sua influência na 
germinação assimbiótica; 
 
 Avaliar a influência do meio de cultura, do carvão ativado e da sacarose na 
germinação assimbiótica e no crescimento e desenvolvimento das plântulas 
de A. prolifera; 
 
 Selecionar o melhor substrato para transplantio e aclimatização de mudas de 
A. prolifera e 
 
 Realizar a descrição anatômica da semente e dos estádios de protocormos 
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ESTUDOS MORFOLÓGICOS E MORFOMÉTRICOS DE SEMENTES E 





As espécies da subtribo Pleurothallidinae são conhecidas como micro-orquídeas, 
devido ao pequeno tamanho das plantas e os estudos de germinação assimbiótica e 
cultivo dessas espécies são escassos. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi 
analisar as características morfológicas e morfométricas de sementes de 11 
espécies da subtribo Pleurothallidinae para entender melhor o processo de 
germinação in vitro e estabelecer um protocolo de produção de mudas. Dados 
qualitativos e quantitativos foram analisados nas sementes com auxílio de 
microscopia de luz e de varredura. As sementes foram caracterizadas quanto à cor, 
forma, ornamentação, formato da parede das células, abertura micropilar e presença 
de cutícula envolvendo o embrião. Também foram avaliadas medidas quantitativas 
nas sementes e embriões, tais como: comprimento, largura, volume e porcentagem 
de espaço de ar entre o tegumento e o embrião. Os dados morfométricos avaliados 
demonstraram variações dentro do gênero Acianthera sp. e entre as espécies. A 
viabilidade das sementes foi avaliada pela germinação in vitro e análise dos estádios 
de desenvolvimento dos protocormos até formação de plântulas, em meio de cultura 
WPM, por um período de duas a 24 semanas. As melhores respostas de 
porcentagem de germinação foram obtidas com Acianthera prolifera (92%) e 
Acianthera ochreata (86%) e também do desenvolvimento dos protocormos, com a 
formação de plântulas após 90 e 120 dias da semeadura, respectivamente. As 
sementes e embriões dessas espécies eram maiores (comprimento, largura e 
volume) do que as outras e apresentaram polaridade estrutural que pode ter 
facilitado a sua germinação. Outras características das sementes de A. prolifera que 
podem ter auxiliado nesse processo foram: a presença de testa fina, sem 
ornamentação, e de um suspensor. Os protocormos de Anathalis obovata, Dryadella 
liliputiana e Octomeria gracillis apresentaram desenvolvimento lento em meio de 
cultura WPM, não atingindo o estádio de plântula num período de 180 dias de 
cultivo. As piores respostas germinativas foram observadas com Pabstiella fusca 
(4%), na qual as sementes e embriões eram menores, sem polaridade estrutural, 
sendo que os protocormos necrosaram após 90 dias de cultivo. As análises 
morfológicas e morfométricas contribuíram para o entendimento do processo 
germinativo de algumas espécies de micro-orquídeas, sendo necessários mais 
estudos testando outras formulações e complementos de meios de cultura, para 
acelerar o crescimento das plântulas e de produção de mudas, possibilitando a 
conservação dessas espécies. 
 








The species of the subtribe Pleurothallidinae are known as micro-orchids due to the 
small size of the plants and the studies of asymbiotic germination and cultivation of 
these species are scarce. The objective of this study was to analyze the 
morphological and morphometric characteristics of seeds of 11 species of the 
subtribe Pleurothallidinae in order to  understand the in vitro germination process and 
to establish a seedling production protocol. Qualitative and quantitative data of the 
seeds were analyzed with the aid of an optical microscope and a scanning electron 
microscopy. The characteristics of the analyzed seeds were: color, shape, 
ornamentation, cell wall format, micropillary aperture and presence of cuticular 
deposit. Quantitative measures were also recorded in seeds and embryos, such as: 
length, width, volume and percentage of air space between the testa and the embryo. 
The morphometric data showed variations within the genus Acianthera sp. and 
between species. The viability of the seeds was evaluated by in vitro germination and 
by analysis of the developmental stages of protocorms until seedling formation in 
WPM culture medium, for a period of two to 24 weeks. The best responses of 
germination rate were obtained for Acianthera prolifera (92%) and Acianthera 
ochreata (86%) and also the development of protocorms, with the formation of 
seedlings after 90 and 120 days of sowing, respectively. The seeds and embryos of 
these species were larger (length, width and volume) than the others and presented 
structural polarity that may have facilitated their germination. Other characteristics of 
A. prolifera seeds that may have contributed to this process were: the presence of a 
thin testa, without ornamentation, and a suspensor. Anathalis obovata, Dryadella 
liliputiana and Octomeria gracillis protocorms showed slow development in WPM 
medium, not reaching the seedling stage in a period of 180 days of cultivation. The 
worst responses was of Pabstiella fusca (4%), which produced the lowest number of 
seeds and embryos, without occurrence of structural polarity, and the protocorms 
died after 90 days of cultivation. The analysis of morphological and morphometric 
data helped to understand the germination process of the species studied. Further 
studies are required to test other formulations and supplements of culture media to 
accelerate seedling growth and production, contributing to the conservation of these 
species. 
 












Pleurothallidinae Lindl. é uma Subtribo da família Orchidaceae, constituída de 
aproximadamente 5.100 espécies, conhecidas como micro-orquídeas (PRIDGEON 
et al., 2005; KARREMANS, 2016). São encontradas nos neotrópicos: Costa Rica, 
Colômbia, Equador, Panamá, Venezuela, Peru e no Brasil, na Mata Atlântica, um 
dos biomas mais ameaçados de extinção do planeta, que teve sua área original 
reduzida em mais de 70% (MYERS et al., 2000; PRIDGEON et al., 2005; MENINI 
NETO e DOCHA NETO, 2009).  
As sementes de orquídeas são muito pequenas, não apresentam endosperma 
e nem cotilédones como tecido de reserva. O embrião apresenta um número 
reduzido de células e é pouco desenvolvido, sendo protegido por tegumento que 
apresenta características distintas conforme a espécie (YEUNG, 2017). Apesar das 
sementes de orquídeas apresentarem muitas semelhanças, existe uma grande 
variabilidade quanto ao tamanho, forma, características das células da testa, das 
zonas de adesão e esculturas constituídas por material da parede celular e material 
cuticular (PRIDGEON et al., 1999). Os embriões maduros de orquídeas apresentam 
proteínas de reserva, lipídios e raramente ocorre a presença de grãos de amido, 
sendo pouco conhecido como esses produtos de armazenamento afetam a 
germinação assimbiótica (YEUNG, 2017). 
As cápsulas de orquídeas possuem muitas sementes, de tamanho reduzido e 
sem tecido de reserva (YEUNG, 2017) e apenas um número limitado germina 
naturalmente, sendo necessária uma associação com fungo micorrízico específico 
(GUPTA, 2016). Essa dificuldade de germinação na natureza atrapalha a 
continuidade das espécies, principalmente em áreas impactadas com perda de 
habitat e coleta predatória (TREMBLAY et al., 2005). Com isso, a germinação 
assimbiótica de sementes é uma alternativa eficiente para propagação massal de 
orquídeas e micro-orquídeas. Existem poucos estudos de germinação assimbiótica 
de micro-orquídeas, os quais têm demonstrado baixas porcentagens de germinação 
e crescimento lento das plântulas (MILLNER et al., 2008; ENDRES JÚNIOR et al., 
2014). Existem várias formulações de meio de cultura utilizadas para orquídeas, 
como por exemplo: KC (KNUDSON, 1946), MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e 
MS/2 (MS, com a concentração de sais reduzida pela metade). O meio de cultura 
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WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980) se caracteriza por uma baixa concentração de 
sais e apesar de não ter sido testado para micro-orquídeas foi recomendado para 
algumas espécies de orquídeas, como: Brasiliorchis picta (SANTOS et al., 2016) e 
Hadrolaelia grandis (VUDALA e RIBAS, 2017).  
O conhecimento da morfologia e análise de dados morfométricos das 
sementes vem sendo uma contribuição importante para estudos taxonômicos, 
filogenéticos e fitogeográficos e também poderá contribuir para o entendimento do 
processo germinativo in vitro auxiliando na conservação de espécies de 
Pleurothallidinae. 
O objetivo deste estudo foi analisar as características morfológicas e 
morfométricas das sementes para relacionar com a germinação assimbiótica e 
estabelecer um protocolo de produção de mudas de espécies da subtribo 
Pleurothallidinae. 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 MATERIAL VEGETAL  
 
Sementes maduras de 11 espécies da subtribo Pleurothallidinae foram 
coletadas de cápsulas maduras, iniciando a deiscência, de plantas cultivadas na 
casa de vegetação da Universidade Federal do Paraná – UFPR (Tabela 1; Figura 
3A). As sementes foram utilizadas para estudos morfológicos, morfométricos e para 
a germinação assimbiótica. 
 
Tabela 1– Espécies da subtribo Pleurothallidinae utilizadas como material vegetal. 











Pabstiella fusca    
Octomeria gracilis 
Stelis grandiflora 
KOENE, FM. 10 
KOENE, FM. 05 
OLIVEIRA, LR. 19 
KOENE, FM. 01 
KOENE, FM. 09 
SANTOS, M. 20 
IMIG, D.  381 
IMIG, D. 405 
KOENE, FM. 013 
KOENE, FM. 014 














2.2 ANÁLISES MORFOLÓGICAS E MORFOMÉTRICAS DAS SEMENTES 
 
Dados quantitativos e qualitativos foram analisados em 30 sementes com 
auxílio de microscópio óptico e de varredura. Para as observações em microscopia 
eletrônica de varredura (MEV), as sementes foram aderidas em “stub” com fita 
adesiva de carbono dupla face e metalizadas com ouro. As seguintes características 
das sementes foram analisadas: cor, forma, ornamentação, formato da parede das 
células da testa, abertura micropilar e presença de depósito cuticular envolvendo o 
embrião.  
As análises quantitativas foram realizadas com auxílio de microscópio de luz 
(Olympus BX41), sendo medidas as seguintes variáveis para as sementes e 
embriões: comprimento, largura, volume e porcentagem de espaço de ar entre a 
testa e o embrião. A fórmula utilizada para medir volume da semente foi: 2.[(L/2)2. 
(½C) . (1.047)] , onde L= largura da semente, C= comprimento da semente e 1.047 é 
o valor de  Para medir o volume do embrião foi utilizada a fórmula ¾  ab2 e 
para calcular a porcentagem de espaço de ar foi utilizada a fórmula: (volume da 
semente - volume do embrião) / volume da semente x 100 (ARDITTI et al., 1979)  . 
2.3 VIABILIDADE DAS SEMENTES 
 
2.3.1 Teste do tetrazólio 
 
A viabilidade das sementes foi avaliada pelo teste do tetrazólio. As sementes 
foram colocadas em solução de sacarose 10%, durante 24 horas em temperatura 
ambiente. Em seguida foram realizadas três lavagens com água destilada e 
adicionada a solução de tetrazolio 1%, com as sementes mantidas em banho maria 
(40 ºC)  por 24 horas  e no escuro. Após esse período, as sementes foram avaliadas 
quanto a coloração, seguindo a metodologia proposta por Hosomi et al. (2011). 
Somente as sementes viáveis, com embriões corados de vermelho foram utilizadas 




2.3.2 Germinação in vitro 
 
Em câmara de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas com solução 
de hipoclorito de sódio (NaClO) 1% (v/v), acrescida de 0,1% de Tween 20®, durante 
15 minutos, em agitação. Em seguida, foram transferidas para um funil com papel 
filtro esterilizado, onde foram realizadas cinco lavagens com água destilada e 
autoclavada. Com auxílio de uma espátula foram semeadas em placas de Petri, (10 
cm de diâmetro e 2 cm de altura)  contendo 40 ml do meio de cultura “Woody Plant 
Medium” – WPM (LLOYD e McCOWN, 1980). Os meios foram suplementados com 
5,6 g L-1 de ágar Himedia® e 30 g L-1 de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8 com 
NaOH ou HCl 0,1 N, antes de adicionar o ágar. Os meios foram autoclavados à 
temperatura de 120 oC, durante 20 minutos.  
As placas foram mantidas na sala de crescimento, com temperatura 26 ± 
2°C/18 ± 2°C (dia/noite), fotoperíodo de 16 horas e luminosidade de 40 μmol. mˉ².sˉ¹.  
A avaliação da germinação foi realizada com aproximadamente 500 sementes 
por placa e três repetições. Os seguintes estádios de desenvolvimento foram 
avaliados de duas a dezesseis semanas: 1- semente com embrião clorofilado; 2- 
testa rompida/protocormo clorofilado (germinação); 3- protocormo com ápice e/ou 
rizóides; 4- protocormo com uma ou duas folhas; 5- protocormo com duas ou mais 
folhas e raiz (plântula). A avaliação da porcentagem de germinação foi realizada 
após 30, 60 e 90 dias de cultivo e o tempo médio em dias para atingir os estádios foi 
calculado durante 180 dias. 
 
2.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Os dados 
da germinação assimbiótica foram submetidos ao teste de Bartlett, de Shapiro Wilk  
e análise de variância (ANOVA). As médias comparadas pelo teste de Tukey ao 






3.1 ANÁLISES MORFOLÓGICAS E MORFOMÉTRICAS DAS SEMENTES 
 
As colorações das sementes avaliadas variaram de amarelo claro para A. 
prolifera, D. lilitipuana e S. grandiflora a tonalidades de marrom para maioria das 
espécies. As sementes apresentaram formas variadas: fusiforme (Figura 1A) filiforme 
(Figura 1B), elipsoide (Figura 1C) e clavada (Figuras 1D). Na maioria das sementes, 
a região das células da testa era mais alongada na porção mediana, enquanto que 
as células da extremidade das sementes eram de tamanhos irregulares. A 
extremidade chalazal das sementes é fechada e a extremidade micropilar aberta 
(Figura 1E), exceto para D. zebrina que é fechada (Tabela 2). 
As células da testa da maioria das espécies estudadas eram oblongas, com 
exceção de A. hatschbachii que eram lineares e as de A. prolifera hexagonais 
(Figuras 1F-H).  
A ornamentação das células da testa de algumas espécies apresentou forma 
de papilas ou verrugas e ausente para as espécies A. prolifera, A. obovata e S. 


























Figura 1. Sementes de espécies de Pleurothallidinae observadas em Microscopia 
Eletrônica de Varredura. A. semente fusiforme de Acianthera prolifera, B. semente 
filiforme de Acianthera hatschbachii, C. semente filiforme de Dryadella liliputiana; D. 
semente clavada de Octomeria grandis. E. extremidades das células da testa com 
células de tamanhos irregulares e região micropilar aberta de Anathallis obovata; F- 
testa da semente com células lisas de Acianthera hatschbachii; G. testa da semente 
com células oblongas de Pabstiella fusca; H. testa da semente com células 
hexagonais de Acianthera prolifera; I. Células da testa de Dryadella zebrina com 
ornamentação do tipo verruga (seta).   Barra: 100μm 
 











Acianhtera aphthosa amarelo claro fusiforme oblonga sim papilas 
Acianthera ochreata marrom elipsoide oblonga sim verrugas 
Acianthera hatschbachii marrom filiforme lineares sim papilas 
Acianthera prolifera amarelo claro fusiforme hexagonal sim ausente 
Acianthera sonderiana marrom clavada oblonga sim verrugas 
Anathallis obovata amarelo claro elipsoide oblonga sim ausente 
Dryadella liliputiana marrom elipsoide oblonga sim verrugas 
Dryadella zebrina marrom elipsoide oblonga não verrugas 
Pabstiella fusca marrom clavada oblonga sim papilas 
Octomeria gracilis marrom fusiforme oblonga sim papilas 
Stelis grandiflora amarelo claro clavada oblonga sim ausente  
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As sementes apresentaram grande variação no tamanho (comprimento, 
largura e volume) (Tabela 3), bem como, no tamanho e número de células que 
constituem o embrião (Tabela 4). As sementes que apresentaram maior 
comprimento e número de células da testa foram as do gênero Acianthera sp., os 
quais foram significativamente superiores aos de P. fusca e de S. grandiflora. O 
maior volume foi obtido pela semente de A. prolifera (3,540 mm3 x 10 -3) e o menor 
em P. fusca (0,337 mm3 x 10 -3) (Tabela 3). O número de células da testa variou de 2 
a 14 células no eixo de comprimento e 3 a 12 células no eixo de largura, sendo que 
o maior número foi visualizado em A. prolifera e A. ochreata (Tabela 3). 
 
Tabela 3 – Dados morfométricos das sementes de espécies de Pleurothalidinae.  
Os valores representam as médias e desvios padrões. 




Geralmente os embriões eram elipsoidais e localizados ao centro da semente. 
Os embriões também apresentaram bastante variação quanto ao tamanho; sendo 
que o de maior comprimento foi de A. prolifera e de maior largura e volume de A. 
ochreata, enquanto o embrião de P. fusca também foi o menor em comprimento, 
largura e volume (Tabela 4).  
Em relação à porcentagem de espaço de ar existente entre o tegumento da 
semente e o embrião, a semente que apresentou maior porcentagem foi a de A. 
sonderiana (87,83 %) e as menores de O. gracilis  (61,21%) e P. fusca (56,14%) 
(Tabela 4). 
Espécies Comprimento (μm) 
Largura 
(μm) 
Células da testa 
Comprimento- Largura 
Volume 
mm3 x 10-3 
Acianthera aphthosa 513 ±24,3 115±21,2 9 – 12      1,401 
Acianthera  hatschbachii 401 ±27,0 111±31,1 6 – 12 1,293  
Acianthera ochreata 473 ±24,6 139±18,7 10 – 12   2,392  
Acianthera prolifera 742±119,4 135±43,9 14 – 10 3,540  
Acianthera sonderiana 307±81,3 159± 18,5 3 – 6 2,032  
Anathallis obovata 244±31,1 109±17,1 4 – 6 0,759  
Dryadella liliputiana 265±42,7 146±20,1 2 – 5   1,479  
Octomeria gracilis 247±28,0 90±16,5 5 – 6   0,524  
Pabstiella fusca 187±31,4 83±7,0 4 – 3 0,337  
Stelis grandiflora 195±19,2 127±21,2 2 – 5 0,823  
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Tabela 4 - Dados morfométricos de embriões de espécies da subtribo 
Pleurothalidinae e porcentagem de ar entre a testa e o embrião das sementes. 
Espécies Comprimento (μm) Largura (μm) 
Volume 
mm3 x 10-3 
% espaço de 
ar 
Acianthera aphtosa 186±21,1 73± 14,9 0,5147 74,42 
Acianthera  hatschbachii 97±15,0 70± 15,0 0,2487 80,77 
Acianthera ochreata 175±23,5 99±14,8 0,8976 62,48 
Acianthera prolifera 216±47,2 80±9,4 0,7235 79,56 
Acianthera sonderiana 84± 7,0 75±18,8 0,2473 87,83 
Anathallis obovata 76±17,5 69±6,7 0,1894 75,04 
Dryadella liliputiana 90±12,4 80±9,0 0,3014 79,61 
Octomeria gracilis 77±7,4 71±5,9 0,2031 61,21 
Pabstiella fusca 69±8,2 64±7,2 0,1479 56,14 
Stelis grandiflora 79±5,2 75±7,7 0,2326 71,75 
Os valores representam as médias e desvios padrões.  
 
3.1.1 Descrições anatômicas 
 
As espécies que apresentaram testa fina (0,01±0,9 μm) foram: A. prolifera, A. 
obovata, O. gracilis e P. fusca, nas outras a testa era espessa (0,03 ±0,1 μm) . As 
células do pólo apical dos embriões de A. aphtosa, A. ochreata, A. prolifera e D. 
liliputiana eram menores do que às do pólo basal, enquanto que das outras 
espécies, as células eram semelhante. A maioria das espécies estudadas não 
apresentaram suspensor, ocorrendo somente em A. prolifera e D. liliputiana (Tabela 
5). As células da testa não estavam envoltas por cutícula, sendo visualizada 















Tabela 5. Características anatômicas da testa de sementes, das células dos 
embriões, presença ou ausência do suspensor e de cutícula em espécies da subtribo 
Pleurothallidinae. 
Espécies Testa Células do embrião Suspensor 
 
Cutícula 
pólo apical/basal  
Acianthera aphthosa espessa menores/maiores não sim/embrião 
Acianthera ochreata espessa menores/maiores não não 
Acianthera prolifera fina menores/maiores sim não 
Acianthera sonderiana espessa Iguais não não 
Anathallis obovata fina Iguais não não 
Dryadella liliputiana espessa menores/maiores sim não 
Octomeria gracilis fina Iguais não não 
Pabstiella fusca fina Iguais não sim/embrião 
Stelis grandiflora espessa Iguais não  não 
 
3.2 GERMINAÇÃO IN VITRO 
 
Após três a oito dias de semeadura, as sementes de todas as espécies de 
micro-orquídeas estudadas apresentaram embriões clorofilados (Figura 2B e 3A). As 
primeiras respostas de germinação, ou seja, sementes com testa rompida e 
protocormo clorofilado ocorreram para A. prolifera e A. aphthosa, após sete dias de 
semeadura e para as outras espécies entre nove e 13 dias (Tabela 6). De uma 
maneira geral, a maioria das sementes apresentou baixa porcentagem de 
germinação até 60 dias da semeadura, com exceção das de A. prolifera (76%). A 
avaliação realizada aos 90 dias confirmou maior resultado para A. prolifera, seguido 
de A. ochreata e O. gracilis, com 92%, 86% e 77% de sementes germinadas, 
respectivamente. Das espécies estudadas apenas quatro atingiram o estádio de 
plântula: A. prolifera, A. ochreata, A. aphtosa e S. grandiflora, com o tempo variando 
entre 90 e 120 dias (Tabela 6). 
As sementes de A. obovata e D. liliputiana apresentaram comportamento 
semelhante no meio de cultura WPM, com porcentagens de germinação inferiores a 
40% e os protocormos só formaram ápice, sem o desenvolvimento de folhas e da 
radícula, os quais foram visualizados entre 15 e 20 dias, não progredindo para os 
demais estádios na avaliação aos 180 dias.  Da mesma forma, os protocormos de O. 
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gracillis também não desenvolveram folhas, apesar da porcentagem de germinação 
ter sido elevada (77%) aos 90 dias (Tabela 6). As sementes de P. fusca 
apresentaram a pior resposta de germinação, com apenas 4%, após 60 dias da 
semeadura, sendo que os protocormos não se desenvolveram no meio WPM e 
necrosaram.  
 
Tabela 6. Porcentagem de germinação após 30, 60 e 90 dias da semeadura in vitro, 
em meio de cultura WPM e o tempo médio (dias) necessário para atingir os estádios 
de desenvolvimento dos protocormos de espécies de Pleurothallidinae. 
Espécies Germinação* (%) Estádios de desenvolvimento** (dias) 
30 60 90 I II III IV V 
Acianthera aphthosa 7  b 38 c 41 cd 4 7 14 60 121 
Acianthera ochreata 35 b 53 b 86 a 4 9 14 60 119 
Acianthera prolifera 39 a 76 a 92 a 3 7 10 35 90 
Anathallis obovata 12 b 23 d 36 cd 3 10 15 
Dryadella liliputiana 4  b 15 e 38 cd 7 13 21 
Octomeria gracillis 4  b 21 d 77 b 5 11 21 
Pabstiella fusca 4  b 4 f 8 12 
Stelis grandiflora 7 b 15 e 51 c 8 11 21 95 127 
* Avaliação após 30, 60 e 90 dias da semeadura. 
** Avaliação realizada durante 180 dias após a inoculação. I: semente com embrião 
clorofilado; II: testa rompida (germinação); III: protocormo com ápice; IV: protocormo 
com uma ou duas folhas; V: protocormo com folhas e raiz (plântula).  
Médias seguidas pela mesma letra na coluna, não diferem estatisticamente pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
 
A análise das porcentagens obtidas em cada estádio de desenvolvimento dos 
protocormos confirmou as melhores respostas de germinação assimbiótica para A. 
prolifera e A. ochreata (Figura 3). Após duas semanas de cultivo, as maiores 
porcentagens de sementes com embriões clorofilados ocorreram para as espécies A. 
prolifera (55%), A. ochreata (52%) e S. grandiflora (49%) (Figura 3A). Nesse período 
de cultivo, as maiores porcentagens de germinação (testa rompida, com embrião 
clorofilado) ocorreram com A. prolifera (44%) e A. ochreata (39%), sendo 
significativamente superiores às das outras espécies que não atingiram 10%.  
Após quatro semanas da semeadura todas as espécies já apresentavam 
protocormos com ápice, com exceção de P. fusca (Figura 3B). Com seis a oito 
semanas de cultivo, A. prolifera apresentou a maior taxa de protocormos com ápice 
(27%) e foram visualizados protocormos com folhas apenas para essa espécie 
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(21%) (Figura 3D). O desenvolvimento de plântulas ocorreu a partir de 12 semanas, 
com maior frequência para A. prolifera (32%), seguido de A. ochreata (20%). Os 
protocormos de A. aphtosa e de S. grandiflora apresentaram um crescimento lento 
dos protocormos, formando plântulas com porcentagens inferiores a 10%, sendo 
necessário um período mais longo de avaliação (Figura 3E).  O desenvolvimento dos 
protocormos de A. ochreata até a formação de plântulas (Figura 2) foi um pouco 
mais lento do que o de A. prolifera durante a germinação in vitro.  No entanto, essa 
espécie apresentou plântulas vigorosas e foi possível realizar o transplantio e a 
aclimatização em casa de vegetação com 80% de sobrevivência em substrato 
comercial Forth®, composto de uma mistura de fibra de coco, casca de Pinus e 
























Figura 2. Germinação in vitro e desenvolvimento de protocormos de Acianthera 
ochreata. A. fruto em deiscência. Barra: 1 cm; B. sementes com embrião clorofilado; 
C. protocormo clorofilado; D. protocormo com ápice; E. protocormo com primórdios 
foliares; Barras B-E: 1 mm;  F. plântula; G - H. plântulas alongadas e aclimatizadas 




























Figura 3. Frequência (%) dos estádios de desenvolvimento dos protocormos de 
espécies de Pleurothallidinae, cultivados in vitro por: A - duas, B - quatro, C - seis, D 
- oito, E - dezesseis semanas em meio de cultura WPM. estádio 1: semente com 
embrião clorofilado, 2: testa rompida (germinação), 3: protocormo com ápice, 4: 
protocormo com uma ou duas folhas, 5: protocormo com duas ou mais folhas e raiz 
(plântula). Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste 




As espécies da subtribo Pleurothallidinae apresentaram muita variação quanto 
às características morfológicas das sementes e embriões. A coloração das sementes 
variou de amarelo para tonalidades de marrom. Segundo Swamy et al. (2004), como 
as sementes de orquídeas são microscópicas é muito difícil de visualizar a sua cor, 
mas geralmente ocorrem variações de tonalidade de amarelo, marrom e branco. 
Também pode ocorrer variação na cor conforme a maturidade das sementes, como 
por exemplo, para sementes maduras de Angraecum spp. a testa era marrom e 
menos translúcida,  enquanto as imaturas, eram mais claras e incolores (KENDON et 
al., 2017).   
 Quanto à forma das sementes observou-se: elipsoides, clavadas, fusiformes 
ou filiformes, que também foram relatadas para outras espécies de orquídeas 
(CHASE e PIPPEN, 1988; SWAMY et al., 2004, GAMARRA et al., 2007). A forma 
apresenta um significado evolutivo entre as sementes, onde as fusiformes são 
encontradas em sementes de orquídeas mais primitivas e a variação das outras 
formas em orquídeas epidendroides mais evoluídas (VIJ et al., 1992). No presente 
estudo, a forma fusiforme foi observada em sementes de A. aphtosa, A. prolifera e 
O. gracilis, indicando que essas espécies são mais primitivas. 
As células da testa de A. obovata, A. prolifera e S. grandiflora não 
apresentaram ornamentação, enquanto que para as outras espécies foram 
visualizadas papilas ou verrugas.  A presença ou ausência de ornamentação é 
citada na literatura para delimitar gêneros de Orchidaceae (CHASE e PIPPEN, 
1988).  
Variações no tamanho das sementes e embriões ocorreram em diferentes 
gêneros estudados da subtribo Pleurothallidinae: Acianthera sp., Anathallis sp., 
Dryadella sp., Octomeria sp. e Stelis sp. As sementes e embriões que apresentaram 
maior tamanho (comprimento, largura, volume) foram as de A. prolifera e A. ochreata 
e essas espécies que apresentaram maiores porcentagens de germinação 
assimbiótica. Resultado semelhante foi obtido por Tsutsumi et al. (2007), em que os 
embriões maiores de Lipares fujisanensis apresentaram mais rápida capacidade 
germinativa do que os menores. 
  Na família Orchidaceae, têm espécies que apresentam suspensor e outras 
não. Nesse estudo, foi visualizado suspensor somente nas sementes de A. prolifera 
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e D. liliputiana. O suspensor desempenha um papel importante durante o 
desenvolvimento embrionário, facilitando o movimento de nutrientes dos tecidos 
maternos para o embrião (YEUNG, 2017). Essa estrutura pode ter facilitado à 
germinação de sementes de A. prolifera, uma vez que a resposta germinativa de D. 
liliputiana foi inferior. Outra diferença foi que a testa da semente de D. liliputiana era 
mais espessa e as sementes menores do que as de A. prolifera. 
Outra característica que variou entre as espécies de micro-orquídeas foi a 
porcentagem de espaço de ar entre o tegumento da semente e o embrião; a maior 
porcentagem obtida foi para A. sonderiana (87,83%) e as menores para O. gracilis  
(61,21%) e P. fusca (56,14%). Resultados semelhantes foram obtidos por Swamy et 
al. (2004), em que as maiores porcentagens variaram entre 86,29% para Cymbidium 
bicolor e 47,39% para Coleogyne breviscapa. As sementes com maiores 
porcentagens de espaço de ar são mais leves e podem aumentar a flutuabilidade, 
auxiliando na dispersão pelo vento por grandes áreas geográficas (SWAMY et al., 
2004 e AYBEKE, 2014). 
Em embriões de orquídeas pode ocorrer a existência de uma polaridade 
estrutural, sendo visualizado um gradiente de tamanho de células, com menores 
localizadas no ápice e maiores na base do embrião (YEUNG, 2017). Nesse estudo 
apenas quatro espécies apresentaram diferenças entre os pólos do embrião, sendo 
que as duas primeiras apresentaram as melhores respostas de germinação: A. 
prolifera (92%), A. ochreata (86%), A. aphtosa (41%) e D. liliputiana (38%). Segundo 
Yeung (2017), as células do pólo apical do embrião irão formar uma zona 
meristemática e as basais servem para abrigar o simbionte após a germinação das 
sementes. Resultado semelhante foi observado para Phalaenopsis amabilis, que 
também apresentou essas diferenças nos pólos do embrião e germinaram mais 
facilmente (LEE et al., 2008). Entretanto, para Calypso bulbosa, não foi observada 
diferença entre os pólos, sendo considerada uma espécie difícil de germinar 
(YEUNG e LAW, 1992). Para embriões de espécies sem diferenças de tamanho nos 
pólos das células, é necessário um maior crescimento e desenvolvimento do 
embrião propriamente dito. Na natureza estes requisitos podem ser fornecidos pelas 
micorrizas (YEUNG e LAW, 1992). 
Foi observada presença de cutícula envolvendo o embrião em apenas duas 
espécies: A. aphtosa e P. fusca. Segundo Aybeke (2014), a formação de cutícula 
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pode assegurar retenção de umidade pelas células do embrião, aumentando a sua 
viabilidade, sendo visualizada também no embrião de Himantoglossum robertianum.  
Os resultados de germinação assimbiótica indicaram melhores respostas para 
A. prolifera (92%), A. ochreata (86%) e O. gracilis (77%), após 90 dias de semeadura 
em meio de cultura WPM. As duas primeiras espécies continham sementes e 
embriões maiores, com polaridade estrutural e para ambas foram obtidas plântulas 
após 90 a 120 dias de cultivo. No entanto, para O. gracilis, apesar da elevada 
porcentagem de germinação, não foi visualizado o desenvolvimento de folhas e não 
atingiram o estádio de plântula. Da mesma forma, outras espécies como D. liliputiana 
e A. obovata, apresentaram 38% e 36% de germinação, após 90 dias da semeadura 
e também os protocormos não formaram plântulas após 180 dias de cultivo. Além 
das características morfológicas e morfométricas que variaram bastante entre as 
espécies estudadas é provável que o meio de cultura WPM não tenha sido eficiente 
para todas as espécies. Segundo Suzuki et al. (2012), a composição do meio de 
cultura é importante para o sucesso da germinação de sementes de orquídeas e os 
resultados variam significativamente de uma espécie para outra. A determinação da 
composição nutricional mais adequada facilita a produção de um grande número de 
plantas e contribui para conservação de espécies ameaçadas de extinção (SUZUKI 
et al., 2012).  
A espécie que apresentou o pior resultado de germinação (4%) foi P. fusca, 
sendo que os protocormos clorofilados necrosaram após 30 dias de cultivo. Essa 
espécie continha as menores sementes e embriões, nos quais não foi observada 
polaridade estrutural o que pode ter dificultado a germinação in vitro. Além da 
possibilidade da formulação do meio também não ter sido apropriada para essa 
espécie, o tratamento de desinfestação com hipoclorito de sódio pode ter sido muito 
forte, uma vez que as sementes apresentavam testa fina e pode ter causado danos 
nos embriões. Outro fator a ser considerado é que algumas micro-orquídeas 
demonstraram desenvolvimento lento dos protocormos, como por exemplo, para 
Anathallis adenochila que foi necessário 12 meses para obtenção de plântulas (> 0,5 
cm de altura) (ENDRES JÚNIOR et al., 2014). Baixa porcentagem de germinação 
também foi relatada para outra espécie da subtribo Pleurothallidinae: Restrepia 
brachypus, que variou de 7,96% em meio MS a 53,05% em meio Western (W) 
(MILLNER et al., 2008).  
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Esse estudo demonstrou grande variação morfológica, morfométrica e de 
respostas de germinação assimbiótica das espécies estudadas. A germinação foi 
assincrônica e é necessário testar outras formulações de meios de cultura para 
acelerar a produção de plântulas, realizar subcultivos na etapa de semeadura, para 
que não haja esgotamento de componentes dos meios e fazer avaliações por 





 Os estudos morfológicos e morfométricos das sementes de Pleurothallidinae 
contribuíram para o entendimento do processo germinativo de oito espécies da 
subtribo. A germinação assimbiótica e o desenvolvimento dos estádios dos 
protocormos até formação de plântulas em meio de cultura WPM foi eficiente para A. 
prolifera e A. ochreata. A germinação das micro-orquídeas foi assincrônica e o meio 
de cultura WPM não pode ser recomendado para todas as espécies. Os protocormos 
de A. obovata, D. liliputiana e de O. gracillis apresentaram desenvolvimento lento, 
atingindo só a formação do ápice, enquanto para S. grandiflora e A. aphtosa ocorreu 
baixa frequência de formação de plântulas. Com isso, recomenda-se avaliações da 
germinação assimbiótica das espécies de micro-orquídeas por períodos superiores a 
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CAPÍTULO II  
Germinação assimbiótica de sementes e desenvolvimento de plântulas de 
Acianthera prolifera (Orchidaceae) 
(Artigo submetido à South African Journal of Botany) 
 
Resumo 
Acianthera prolifera é uma micro-orquídea rupícula da subtribo Pleurothallidinae, que 
apresenta sementes pequenas e sem endosperma, dificultando a germinação na 
natureza. O efeito do meio de cultura, de concentrações de sacarose e de carvão 
ativado foi avaliado no desenvolvimento de protocormos e de plântulas de 
Acianthera prolifera para estabelecer um protocolo de produção de mudas. Os meios 
de cultura: Murashige & Skoog (MS), MS, com a concentração de sais reduzida pela 
metade (MS/2), Knudson (KC) e “Woody Plant Medium” (WPM) foram testados para 
a germinação assimbiótica e desenvolvimento de plântulas durante 16 semanas. O 
meio MS/2 foi mais eficiente no início da germinação e o WPM o mais adequado 
para formação das plântulas. Os meios suplementados com sacarose estimularam o 
crescimento das plântulas após subcultivo dos explantes por 12 semanas para os 
mesmos meios, sendo que para a formulação WPM, deve-se adicionar 60 g L-1 de 
sacarose e 15 g L-1 de sacarose no meio MS/2. O alongamento de protocormos e 
plântulas ocorreram com maior eficiência em meio de cultura WPM contendo 1 g L-1 
de carvão de ativado, quando comparado com adição de sacarose. Foram feitas 
caracterizações anatômicas da semente e dos protocormos até a formação de 
plântula. As mudas foram aclimatizadas com sucesso (95%) com a mistura comercial 
Forth®, constituída de fibra de coco, casca de Pinus e carvão vegetal combinada 
com vermiculita (1:1) após 12 semanas de cultivo em casa de vegetação. 
 





Acianthera prolifera is a micro-orchid of the subtribe Pleurothallidinae. Its seeds are 
small and without endosperm, making germination difficult in nature.The effect of the 
culture medium and of the addition of sucrose and the activated charcoal on in vitro 
germination and protocorms development of Acianthera prolifera was analysed in 
order to establish a protocol for the seedlings propagation and ensure their 
conservation. Murashige & Skoog (MS), MS with half the salt concentration (MS/2), 
Knudson C (KC), and “Woody Plant Medium” (WPM) culture media were tested for 
asymbiotic seed germination and plantlet development for 16 weeks. MS/2 was more 
efficient in the beginning of germination and WPM was more suitable for plantlet 
formation. Protocorms and plantlets developed more efficiently in WPM containing 1 
g L-1 activated charcoal. Culture media supplemented with sucrose promoted plantlet 
growth after a 12-week subculture and the recommended concentration of sucrose 
was 60 g L-1 for WPM, and 15 g L-1 for MS/2. Seed and protocorm anatomy was 
characterized until plantlet formation. The seedlings were successfully acclimatized 
(95%) in a commercial mixture of pine bark, coconut fibre, and activated charcoal 
combined with vermiculite (1:1) after 12 weeks of culture in a greenhouse. 
 
KeyWords: Pleurothallidinae; micro-orchid; culture medium; activated charcoal; 
sucrose. 
 





Acianthera prolifera (Herb. ex Lind.) Pridgeon & M. W. Chase é uma micro-
orquídea rupícula pertencente à subfamília Epidendreae e à subtribo 
Pleurothallidinae (Pridgeon et al., 2005). Ocorre em áreas de campos de altitude, 
inseridas na Mata Atlântica que é considerada um dos biomas mais ameaçados do 
mundo (Myers et al., 2000), podendo ocorrer também sobre afloramentos rochosos 
ou serapilheiras (Barros et al., 2015).  
 As orquídeas apresentam sementes muito pequenas e são desprovidas de 
endosperma, dificultando a sua propagação na natureza (Arditti e Ernst, 1993). Para 
que a germinação ocorra no ambiente natural, as sementes precisam encontrar um 
fungo micorrízico específico (Seaton et al., 2013). Isso tem limitado o sucesso da 
continuidade das populações, especialmente nas áreas afetadas pela perda de 
habitats devido à fragmentação das florestas (Tremblay et al., 2004). Essa 
dificuldade da propagação por sementes na natureza, aliada a ameaça de extinção 
de muitas espécies de orquídeas, tem demonstrado cada vez mais a necessidade de 
desenvolver estratégias de conservação ex situ (Swarts e Dixon, 2009). 
A técnica de semeadura in vitro de orquídeas torna possível o 
aproveitamento máximo de sementes, mas para a germinação ocorrer com eficiência 
é necessário compreender as exigências fisiológicas das espécies a serem 
propagadas, sendo necessário um meio de cultura adequado (Arditti e Ernst, 1993; 
Yeung, 2017). Várias formulações de meios de cultura, como KC (Knudson, 1946), 
MS (Murashige e Skoog, 1962) e MS/2 (MS, com a concentração de sais reduzida 
pela metade) vêm sendo utilizadas com sucesso para germinação de várias 
espécies de orquídeas. No entanto, existem poucos estudos com germinação in vitro 
de micro-orquídeas, os quais têm apresentado baixas porcentagens de germinação 
e crescimento lento de protocormos, como relatado para Anathallis adenochila 
(Endres Junior et al., 2014) e Restrepia brachypus (Millner et al., 2008). Uma 
alternativa para acelerar o desenvolvimento de plântulas é testar o efeito do carvão 
ativado e de diferentes concentrações de sacarose. O carvão ativado é comumente 
usado nos meios de cultura podendo promover ou inibir o crescimento in vitro, 
dependendo da espécie e exerce um papel crítico na micropropagação e 
germinação de sementes de orquídeas (Pan e van Staden, 1998; Thomas, 2008). 
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Além da formulação salina é necessária a adição de uma fonte de carbono nos 
meios de cultura de células e tecidos vegetais devido à heterotrofia das células 
cultivadas. Diferentes carboidratos podem apresentar efeitos distintos na 
morfogênese, sendo necessário avaliar a sua influência e a concentração ideal para 
cada espécie. A sacarose tem sido o carboidrato mais utilizado na maioria dos 
estudos de indução, desenvolvimento de brotos e indução de raízes in vitro (Yaseen 
et al., 2012). 
O objetivo desse estudo foi estabelecer um protocolo de germinação 
assimbiótica de A. prolifera para a produção de mudas e descrever a morfologia da 
semente e dos estádios de desenvolvimento dos protocormos até a formação de 
plântulas para uma melhor compreensão do processo germinativo da espécie.  
 
2. Material e métodos 
 
2.1 Material vegetal 
 
Seis cápsulas maduras de A. prolifera, iniciando a deiscência foram coletadas, 
após quatro meses da polinização natural e manual de flores (Figura 1A). 
 
2.2 Teste de viabilidade do tetrazólio (TZ) 
 
A viabilidade das sementes foi verificada pelo método de coloração com 
cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazólio. Amostras de aproximadamente 5 mg de sementes 
permaneceram durante 24 horas em solução de sacarose 10%, em temperatura 
ambiente e depois foram transferidas para solução de tetrazólio 1%, durante 24 
horas, em banho-maria, com temperatura constante de 40°C e na ausência de luz, 
conforme a metodologia descrita por Hosomi et al. (2011). A avaliação da viabilidade 
das sementes foi realizada com 100 sementes e cinco repetições. As sementes 
foram classificadas em viáveis as que apresentaram coloração vermelha carmim e 




2.3 Germinação in vitro 
 
Em câmara de fluxo laminar, cápsulas maduras foram cortadas 
longitudinalmente e as sementes desinfestadas com solução de hipoclorito de sódio 
(NaClO) 1% (v/v), acrescida de 0,1% de Tween 20®, durante 15 minutos, em 
agitação. Em seguida, foram transferidas para um funil revestido com papel filtro 
esterilizado, onde foram realizadas quatro lavagens com água destilada autoclavada. 
Após a secagem das sementes, com auxílio de uma espátula foram semeadas em 
placas de Petri, contendo 40 ml dos meios de cultura: KC, MS, MS/2 (MS, com a 
concentração de sais reduzida pela metade) e WPM (Lloyd e McCown, 1980) (Anexo 
1). Todos os meios foram suplementados com 5,6 g L-1 de ágar Himedia® e 30 g L-1 
de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH ou HCl 0,1N, antes da adição do 
ágar. Os meios foram autoclavados à temperatura de 120 oC, durante 20 minutos.  
Para a avaliação da germinação foram marcados cinco campos com 100 
sementes por placa e cinco repetições. As avaliações dos estádios de 
desenvolvimento de protocormos até a formação de plântulas (Tabela 1) foram 
realizadas a cada duas semanas e a avaliação final após 16 semanas. O índice de 
velocidade de germinação (IVG) foi calculado pela fórmula proposta por Maguire 








 onde G1 , G2 , G3 
e G4 representam a quantidade de sementes germinadas em cada período e N1 , N2 
, N3 e N4 , o intervalo de tempo  em cada período de contagem. As avaliações de 
IVG foram feitas após duas, quatro, seis, oito e doze semanas. 
 
2.4 Alongamento e desenvolvimento da parte aérea do caule e raízes 
 
As plântulas com aproximadamente 0,5 cm de altura, duas folhas, obtidas da 
germinação in vitro, após 16 semanas de cultivo foram utilizadas como explantes. As 
suas radículas foram cortadas e os explantes foram inoculados em meio de cultura 
WPM ou MS/2, acrescido de: 0, 1, 2 e 4 g L-1 de carvão ativado ou de: 0, 15, 30 e 60 
g L-1 de sacarose. Foram colocadas seis plântulas por frasco e nove repetições, 
totalizando 54 por tratamento. 
 Os explantes do experimento com carvão ativado foram cultivados nos meios 
e avaliados após 12 semanas e os do experimento com sacarose, após 12 semanas 
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foram subcultivados para os mesmos meios por mais 12 semanas. Foram avaliadas 
as seguintes variáveis: porcentagem de enraizamento, número médio de raízes, 
comprimento médio das raízes, comprimento médio da parte aérea e massa fresca 
das plantas. 
 
2.5 Transplantio e aclimatização das mudas 
 
Após 12 semanas de alongamento em meio contendo carvão ativado, as 
plantas com aproximadamente 1,5 cm de altura, contendo três folhas, foram 
retiradas dos frascos, as raízes lavadas e transplantadas em bandejas com células 
de 1,5 x 1,5 cm, contendo os seguintes substratos isolados: 1- vermiculita fina 
Eucatex®, 2- mistura comercial Forth® constituída de fibra de coco, casca de Pinus 
e carvão vegetal, e a combinação de 1 e 2 na proporção de 1:1. Cada tratamento foi 
constituído de 10 plantas e seis repetições. As mudas foram aclimatizadas em casa 
de vegetação coberta, com fotoperíodo de 16 horas, em sistema de nebulização (a 
cada seis horas durante três minutos) por sete dias e posteriormente foi realizada 
irrigação manual a cada três dias. Após doze semanas foi avaliada a porcentagem 
de sobrevivência das mudas. 
 
2.6 Condições de cultivo 
 
Para a germinação in vitro foram utilizadas placas de Petri (10 cm de diâmetro 
e 1,5 cm de altura) contendo 40 ml de meio de cultura. Para a etapa de alongamento 
e desenvolvimento de raízes, os explantes foram colocados em frascos de 
capacidade de 100 ml (6,5 cm de diâmetro e 8 cm de altura) contendo 40 ml de meio 
de cultura. As culturas foram mantidas em sala de crescimento, sob temperatura de 
25 ± 2 °C/18 ± 2 °C (dia/noite), fotoperíodo de 16 horas e luminosidade de 40 
μmol.m-2. s-1.  
 
2.7 Análises histológicas 
 
Sementes contendo embrião e os estádios de desenvolvimento dos 
protocormos até plântulas foram fixados em FAA 50 (Johansen, 1940). O material foi 
desidratado em série etanólica e emblocado em historesina (Leica historesin®), 
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seguindo as instruções do fabricante. Secções de 5 μm de espessura foram 
realizadas, com o auxílio do micrótomo rotativo. As lâminas foram coradas com azul 
de toluidina (O’Brien et al., 1965). Teste histoquímico com Lugol (Berlyn e Miksche, 
1976) foi realizado para detectar amido nas sementes e protocormos. As secções 
foram analisadas e registradas em microscópio de luz Olympus BX41, acoplado a 
uma câmera digital Olympus DC030. 
 
2.8 Análise estatística 
 
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados obtidos 
da germinação, alongamento e aclimatização de plântulas foram submetidos ao 
teste de normalidade de Shapiro-Wilk (S.W.). Os dados de germinação in vitro e de 
aclimatização de plantas foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as 
médias comparadas pelo teste de Tukey ao nível de 1% de significância. Os dados 
do alongamento de plântulas que não apresentaram normalidade foram 
transformados em log10, sendo então submetidos a um teste não paramétrico de 
Kruskal-Wallis, com correções de Bonferroni ao nível de 1% de significância. O 




3.1 Teste de viabilidade e germinação in vitro  
 
O resultado do teste TZ indicou 76% de sementes viáveis, 23% de sementes 
inviáveis e 1% sem embrião (Figura 1B). 
As primeiras respostas de germinação assimbiótica foram obtidas após duas 
semanas da semeadura, observando-se a presença de embriões clorofilados e 
intumescidos (Figura 1C) e de sementes com a testa rompida, ou seja, germinadas 
(Figura 1D). Na sequência ocorreu formação do ápice (Figura 1E) e ocasionalmente 
rizóides na superfície basal dos protocormos. Após seis semanas de cultivo ocorreu 
o desenvolvimento de duas folhas a partir de primórdios foliares (Figura 1F), seguido 
da emissão da radícula, caracterizando o estádio de plântula (Figura 1G). 
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O efeito dos diferentes meios de cultura na germinação assimbiótica e no 
desenvolvimento dos protocormos de A. prolifera foi avaliado por um período de 
duas a dezesseis semanas). Os resultados mostraram que o tipo de meio basal 
influenciou a germinação de sementes e o desenvolvimento dos protocormos até a 
formação de plântulas. As primeiras respostas de germinação (embrião clorofilado e 
testa rompida) foram observadas com maior frequência no meio de cultura MS/2 
(Figuras 2A e 2B), após quatro semanas de cultivo. A partir da sexta semana, as 
porcentagens dos protocormos com ápices e rizóides dos meios MS/2 e WPM foram 
superiores às obtidas nos meios MS e KC (Figuras 2C-2D). As primeiras radículas 
foram observadas a partir de 12 semanas nos meios MS, MS/2 e WPM (Figura 2E). 
Os explantes cultivados no meio WPM apresentaram um desenvolvimento inicial dos 
protocormos mais lento, quando comparado ao do meio MS/2, porém, na avaliação 
final demonstraram os melhores resultados para a formação de plântulas (40%).  
Os resultados da germinação total de sementes indicaram 79% de sementes 
germinadas (testas rompidas) para as cultivadas em meio WPM, sendo 
significativamente superior ao de outros meios testados, após dezesseis semanas de 
cultivo (Tabela 2). A germinação de A. prolifera no meio KC não é recomendada, 
pois o desenvolvimento dos protocormos foi mais lento e com menor frequência 
(36%). Além disso, não houve formação de plântulas, com 45% dos protocormos 
necrosados após 16 semanas de cultivo.  
A avaliação do índice de velocidade de germinação confirmou os resultados 
obtidos de porcentagem de germinação, com melhor resultado para as sementes 
cultivadas nos meios MS e MS/2 nas duas primeiras semanas de cultivo in vitro 
(Tabela 3). A partir da sexta semana, o IVG foi maior para as sementes cultivadas no 
meio WPM (Tabela 3). As sementes mantidas no meio KC apresentaram IVG inferior 
ao dos outros meios em todos os períodos avaliados, com exceção ao do período de 
12 semanas, indicando uma resposta mais lenta e que não é indicado para A. 








3.2 Alongamento e desenvolvimento da parte aérea do caule e raízes 
 
3.2.1 Efeito do carvão ativado 
 
Os explantes cultivados em meio de cultura WPM ou MS/2, acrescido de 
carvão ativado, independente da concentração (1, 2 ou 4 g L-1), apresentaram 
resultados superiores aos dos explantes mantidos nos meios sem carvão ativado 
para todas as variáveis analisadas (Figura 3). Observou-se a presença de exsudatos 
liberados pelos explantes nos meios sem carvão ativado e as plântulas eram menos 
vigorosas (Figura 1H). Além disso, o enraizamento foi de 80% para os explantes 
cultivados no meio sem carvão e 100% para os cultivados nas diferentes 
concentrações de carvão nos meios WPM e MS/2.  Apesar de não haver diferenças 
significativas dos resultados obtidos com os explantes cultivados em meios com 
diferentes concentrações de carvão ativado, recomenda-se o uso do meio de cultura 
WPM, com a adição de 1 g L-1, por reduzir o custo do protocolo de produção de 
mudas e as plântulas serem mais vigorosas quando comparadas com as cultivadas 
no meio MS/2 (Figuras 1I e1J). 
 
3.2.2 Efeito da sacarose 
 
A adição de sacarose é necessária nos meios de cultura WPM e MS/2 e a 
melhor concentração para promover o crescimento das plântulas variou conforme a 
formulação. A presença de raízes ocorreu em 100% dos explantes cultivados no 
meio sem ou com diferentes concentrações de sacarose, tanto para o WPM, como 
para o MS/2. A formulação WPM deve ser suplementada com 60 g L-1 de sacarose, 
pois as plântulas cultivadas nesse meio apresentaram maior comprimento das 
raízes, da parte aérea do caule e massa fresca (Figuras 1K e 4A - 4D).  
Os explantes cultivados no meio MS/2, acrescido de 15 g L-1 de sacarose 
apresentaram resultados significativamente superiores quando comparados com os 
cultivados na ausência e nos meios contendo concentrações de 30 e 60 g L -1 de 
sacarose para as variáveis: comprimento de raízes e massa fresca (Figuras 1K e 4E-
4H).  
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3.3 Transplantio e aclimatização das mudas 
 
A sobrevivência das mudas foi de 100% para as plântulas transplantadas em 
todos os tratamentos após quatro semanas de aclimatização em casa de vegetação 
(Figura 1L). Após 12 semanas, as plantas cultivadas na mistura comercial Forth® de 
substratos: fibra de coco, casca de Pinus, fibra de coco, carvão vegetal, combinada 
com vermiculita apresentaram 95% de sobrevivência (Tabela 4). 
 
3.4 Análises histológicas 
 
A semente de A. prolifera é constituída de embrião indiferenciado, contendo 
de 8 a 10 células, apresentando suspensor com duas a quatro células, circundado 
pela testa formada por uma camada de células (Figura 5A). Não contêm 
endosperma e cotilédone, apresentando espaço aéreo entre a testa e o embrião. O 
embrião não apresentou amido. O protocormo globular é formado por células 
parenquimáticas menores na região apical e maiores na região central e basal, 
compostas de amido e é revestido por epiderme unisseriada (Figura 5B).  No pólo 
apical do protocormo, ocorreu a formação do ápice caulinar (Figura 5C) e 
posteriormente na base foram visualizados os rizóides unicelulares (Figuras 5D e 
5E). Com o desenvolvimento do meristema caulinar, surge o primeiro primórdio 
foliar. Na epiderme abaxial das folhas foram visualizados estômatos e idioblastos 
com ráfides no mesofilo. Após o desenvolvimento de duas ou mais folhas, 
desenvolveu-se a radícula de origem endógena, constituindo o estádio de plântula 
(Figuras 5F a 5H). Foi observada a presença de amido nos estádios de protocormo 




As sementes de A. prolifera apresentaram uma porcentagem elevada de 
sementes viáveis (76%) pelo teste TZ e os resultados foram confirmados pela 
germinação in vitro (72%, 74% e 79%) após dezesseis semanas de cultivo em meios 
de cultura MS, MS/2 e WPM, respectivamente. Estudos têm questionado o uso só do 
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teste TZ como indicador da germinabilidade das sementes, demonstrando a 
importância de comprovar os resultados com a germinação in vitro, como foi 
constatado por Johnson e Kane (2007) para Vanda sp.,  pois para alguns híbridos a 
viabilidade das sementes do TZ foi superior à da germinação in vitro e para outros foi 
semelhante. Segundo Lauzer et al., (2007), essa discrepância poderia ser explicada 
pela exigência por nutrientes ou outros componentes do meio de cultura que estão 
ausentes ou não estão em concentração ótima. Isso foi constatado no presente 
estudo, quando as sementes foram cultivadas no meio KC, obtendo-se apenas 36 % 
de germinação. 
A germinação de sementes de A. prolifera foi assincrônica e as respostas 
iniciais ocorreram com maior frequência e velocidade no meio de cultura MS/2, 
enquanto o desenvolvimento dos protocormos e formação de plântulas foram 
melhores no meio WPM. Segundo Kauth et al. (2008), nem sempre a formulação 
ideal para a germinação inicial é a mesma para o desenvolvimento de protocormos e 
formação de plântulas e isso foi constatado para A. prolifera. Um dos fatores mais 
importantes na determinação do melhor meio de cultura para cada espécie depende 
da concentração total de nitrogênio e da taxa amônio/nitrato (McCown e Sellmer, 
1987). O meio de cultura MS é muito utilizado por apresentar alta concentração de 
sais, com elevada concentração de cálcio, potássio, fósforo que podem inibir ou 
estimular o crescimento, enquanto a formulação do WPM foi proposta para espécies 
lenhosas, que apresentavam sensibilidade a sais. O meio WPM apresenta 
concentrações de NH4+ e NO3- inferiores ao do MS/2, apesar da taxa amônio/nitrato 
e a concentração de potássio ser semelhante nas duas formulações. O nitrogênio 
tem um papel muito importante na germinação de sementes de orquídeas (Kauth et 
al., 2008) e o fato de terem ocorrido melhores respostas iniciais de germinação de 
sementes no meio MS/2 pode ser explicado pela maior concentração total de 
nitrogênio (29,7 mM), quando comparada com a do meio WPM (14,5 mM). O meio 
MS/2 tem sido escolhido para semeadura in vitro de muitas espécies de orquídeas, 
como por exemplo, para Alatiglossum fuscopetalum (Ferreira et al. 2017).  
Resultados semelhantes ao do presente estudo foram obtidos com sementes de H. 
grandis (Vudala e Ribas, 2017) e de Brasiliorchis picta (Santos et al., 2016), 
cultivadas em diferentes meios de cultura, sendo que a maior porcentagem de 
germinação, maior IVG e melhor desenvolvimento de plântulas também ocorreram 
no meio de cultura WPM. Para H. grandis, o meio MS também foi eficiente no início 
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da germinação de sementes, mas posteriormente ocorreu mortalidade que pode ter 
sido causada pela alta concentração de amônio e nitrato (Vudala e Ribas, 2017).   
O meio de cultura KC, apesar de ser recomendado para muitas espécies de 
orquídeas, não foi eficiente para A. prolifera pela baixa porcentagem de germinação, 
elevada mortalidade e os protocormos não atingiram o estádio de plântula. O meio 
KC apresenta uma baixa concentração de potássio, quando comparado aos meios 
MS, MS/2 e WPM e não é acrescido de vitaminas, mio-inositol e glicina. Isso pode 
ter inibido a germinação e o desenvolvimento de plântulas de A. prolifera no meio 
KC, causando necrose dos protocormos, como também foi relatado para H. grandis 
(Vudala e Ribas, 2017). 
Os explantes de A. prolifera, cultivados em meio de cultura sem carvão 
ativado, liberaram exsudatos nos meios inibindo o desenvolvimento das plântulas. A 
presença do carvão ativado nos meios de cultura WPM e MS/2 foi benéfica para 
acelerar o desenvolvimento das plântulas. Apesar dos protocormos cultivados nos 
meios com carvão não apresentarem diferença estatística entre as concentrações 
testadas (1, 2 e 4 g L-1) para todas variáveis avaliadas, recomenda-se a adição de 1 
g L-1 para reduzir o custo do protocolo de produção de mudas. Um dos efeitos 
benéficos do carvão ativado é de adsorver substâncias inibidoras liberadas pelo 
meio ou pelos explantes podendo promover o alongamento e enraizamento (Pan e 
van Staden, 1998) e isso foi constatado nesse estudo. A concentração ótima do 
carvão ativado tem variado entre as espécies, também sendo recomendada 1 g L -1 
para protocormos de H. grandis (Vudala e Ribas, 2017) e 3 g L-1 de carvão ativado 
para Zygostates grandiflora (Pacek-Bieniek et al., 2010) e Brasilidium forbesii 
(Gomes et al., 2015).  
A sacarose mostrou-se fundamental para o desenvolvimento das plântulas de 
A. prolifera e as melhores respostas foram obtidas quando o meio WPM foi 
suplementado com 60 g L-1, com plântulas mais vigorosas, quando comparadas com 
as cultivadas no meio MS/2, contendo 15 g L-1. Isto pode ser explicado pela 
diferença de concentração de sais presentes nos meios utilizados. O meio WPM, por 
apresentar uma composição mais diluída em nutrientes, necessita de uma fonte mais 
elevada de carboidrato que o meio MS/2. Endres Júnior et al. (2014) também 
obtiveram melhores resultados de sobrevivência e desenvolvimento dos protocormos 
da micro-orquídea  Anathallis adenochila,  em meio MS/2, suplementado com 30 e 
60 g L-1 de sacarose. Entretanto, para várias espécies de orquídeas, como híbridos 
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de Dendrobium nobile (Udomdee et al., 2013), concentrações elevadas de sacarose 
podem causar um estresse osmótico nas sementes e plântulas, inibindo a 
germinação e o crescimento. Essa resposta ocorreu para as sementes de A. prolifera 
cultivadas no meio MS/2, sendo que a concentração ótima foi 15 g L-1, ocorrendo 
uma inibição do desenvolvimento das plântulas em meio contendo 30 e 60 g L-1. 
Resposta semelhante foi obtida por Ferreira et al. (2017), recomendando a adição de 
10 a 30 g L-1 no meio MS/2 para estimular o crescimento de plântulas de 
Alatiglossum fuscopetalum e para as de Cyripedium macranthos em meio MS/4 
contendo 10 g L-1 (Huh et al., 2016). Sendo assim, a concentração ideal de sacarose 
tem variado conforme a formulação de meio de cultura e depende da espécie 
estudada. 
O desenvolvimento dos protocormos cultivados nos meios WPM ou MS/2, 
acrescidos de diferentes concentrações de sacarose foi mais lento, quando 
comparado com o experimento contendo carvão ativado, pois foi necessário um 
novo subcultivo após 12 semanas para obtenção de plântulas com características 
morfológicas semelhantes às obtidas nos meios contendo carvão ativado. Com isso, 
para acelerar a produção de mudas de A. prolifera recomenda-se a adição de 1 g L-1 
de carvão ativado no meio de cultura WPM com 30 g L -1. 
A anatomia da semente de A. prolifera foi semelhante à descrita para outras 
espécies de orquídeas, circundada por uma camada de células, constituindo a testa, 
com embrião simples e indiferenciado, apresentando suspensor pouco desenvolvido 
(Kraus et al., 2006; Gallo et al., 2016). Nem todas as sementes de orquídeas 
apresentam suspensor e para algumas espécies de Laeliinae, ele era constiuído de 
duas a três camadas de células (Gallo et al., 2016). Segundo Yeung (2017), a falta 
de endosperma pode ser a causa da formação de embriões muito pequenos e é 
provável que o papel do suspensor seja de absorver nutrientes auxiliando no 
desenvolvimento do embrião.  
O protocormo globular, circundado pela epiderme é constituído por células 
menores no polo apical e maiores no polo basal, representando a existência de uma 
polaridade estrutural, descrita por Yeung (2017) e também para outras espécies, 
como: Phalaenopsis amabilis var. formosa (Lee et al., 2008).  As células do polo 
apical se dividem rapidamente formando o meristema apical, que segundo Yeung 
(2017), apresenta um importante papel no desenvolvimento da plântula. As células 
meristemáticas se dividiram intensamente formando primórdios foliares que 
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posteriormente se desenvolveram em folhas. Na porção basal dos protocormos 
foram observados rizóides unicelulares que atuam na absorção de nutrientes 
(Rasmussen et al., 1990).  A presença de amido foi visualizada primeiramente no 
protocormo e nos outros estádios até a formação de plântulas.  Poucos estudos 
relataram a importância de reservas nutritivas, como o amido e a sua influência na 
germinação in vitro (Yeung, 2017).  Porém, o acúmulo de amido nas células dos 
embriões pode estar relacionado com a presença de açúcar presente nos meios de 
cultura (Alvarez e Sagawa, 1965). A raiz formada de A. prolifera é de origem 
endógena, como também foi descrito para C. pileatum (Kraus et al., 2006). 
Na etapa de aclimatização das plântulas de A. prolifera, a mistura dos 
substratos: fibra de coco, casca de Pinus, carvão vegetal e vermiculita (1:1) foi mais 
adequada para o transplantio. A sobrevivência de mudas de A. prolifera pode ter 
relação com a porosidade desses substratos, ou seja, boa relação entre água e ar, 
permitindo melhor desenvolvimento do sistema radicial assim como ocorreu para 
outras espécies de orquídeas que utilizaram estes mesmos substratos isolados ou 





A germinação in vitro, o desenvolvimento de plântulas e a aclimatização em 
casa de vegetação foram realizadas com sucesso para A. prolifera. Recomenda-se o 
uso do meio WPM para a germinação e desenvolvimento dos protocormos e a 
adição de 1 g L-1 de carvão ativado para acelerar o crescimento das plântulas. A 
mistura comercial Forth® de substratos fibra de coco, casca de Pinus, carvão 
vegetal e vermiculita (1:1) deve ser utilizada para o transplantio e aclimatização de 
mudas.  
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Figura 1. Germinação in vitro de Acianthera prolifera. A. cápsula madura (barra: 1 
cm). B. avaliação do teste do tetrazólio v= semente com embrião viável, i= inviável, 
se= sem embrião. (Barra: 1 mm). C. semente com embrião clorofilado e testa intacta; 
D. semente com testa rompida/protocormo clorofilado. E. protocormo com ápice. F. 
protocormo com folha. (C – F: barra: 2 mm). G. protocormo com duas folhas e raiz 
(plântula) (barra: 3 mm). H. plântulas com exsudação fenólica cultivadas em meio 
WPM. I. plântulas em meio WPM acrescido de carvão ativado. J. plântulas cultivadas 
em meio WPM, com diferentes concentrações de carvão ativado (esquerda para 
direita: 0, 1 g L-1, 2 g L-1 e 4 g L-1). K e L. plântulas desenvolvidas em meio WPM. L. 
e MS/2 acrescido de sacarose (0, 15, 30 e 60 g L-1). M. mudas aclimatizadas em 





Figura 2. Frequência (%) dos estádios de desenvolvimento dos protocormos de 
Acianthera prolifera, cultivados in vitro por duas (A), quatro (B), seis (C), oito (D) e 
dezesseis (E) semanas em diferentes meios de cultura. estádio 0: semente com 
embrião  e testa intacta, 1: testa rompida/protocormo clorofilado (germinação), 2: 
protocormo com ápice, 3: protocormo com uma ou duas folhas, 4: protocormo com 
duas ou mais folhas e raiz (plântula).  
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 
a 1% de probabilidade. 
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Figura 3. Alongamento e desenvolvimento de plântulas de Acianthera prolifera 
provenientes da germinação in vitro após três meses de cultivo em meio de cultura 
WPM e MS/2, acrescido de carvão ativado.  
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de 
Kruskal Wallis a 1% de probabilidade. Barras verticais representam medianas 
seguidas de erro padrão. 
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Figura 4. Alongamento e desenvolvimento de plântulas de Acianthera prolifera 
provenientes da germinação in vitro, após seis meses de cultivo em meio de cultura 
WPM e MS/2, acrescido de sacarose. Médias seguidas pela mesma letra, não 
diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal Wallis a 1% de probabilidade. Barras 
verticais representam mediana seguida de erro padrão. 
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Figura 5. Secções longitudinais da semente e de protocormos de Acianthera prolifera 
corados com azul de toluidina. A. aspecto geral da semente com embrião (e) e 
suspensor (su) envolto pela testa (t). B. Protocormo clorofilado. C. protocormo com 
formação de ápice (ap). D. protocormo com formação dos primórdios foliares (pf) e 
desenvolvimento dos rizóides. A-D: barra: 100 μm. E. rizóides unicelulares. F. 
protocormo com folhas (f) e origem da raiz endógena. G. visualização do meristema 
apical (mac), primórdios foliares (pf) e desenvolvimento das folhas com idioblastos 
com ráfides (ra) . E-G: barra: 200 μm. H. raiz com procâmbio (pc), promeristema 

























Tabela 1. Germinação de sementes e estádios de desenvolvimento dos protocormos 
de Acianthera prolifera. 
 
Tabela 2. Porcentagem total de sementes germinadas de Acianthera prolifera, 
cultivadas em diferentes meios de cultura durante duas, quatro, seis, oito e doze 
semanas de cultivo in vitro. 
Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, não diferem estatisticamente pelo 
teste de Tukey a 1% de probabilidade. 
 
Tabela 3. Índice de velocidade de germinação (IVG) de sementes de Acianthera 
prolifera, cultivadas em diferentes meios de cultura durante duas, quatro, seis, oito e 
doze semanas de cultivo in vitro. 
  IVG – Semanas   
Meios de 
cultura 2 4 6 8 12 
MS 15,42 a 10,17 a 6,59 b 6,09 b 1.49 b 
MS/2 17,75 a 8,26 ab 3,80 c 4,38 b 1.69 b 
KC 6,45 c 3,28 c 3,03 c 5,39 b 7.48 a 
WPM 10,94 b 6,26 ab 8,47 a 9,06 a 2.49 b 
Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, não diferem estatisticamente pelo 
teste de Tukey a 1% de probabilidade. 
 
Tabela 4. Sobrevivência de plantas de Acianthera prolifera, cultivadas em diferentes 
substratos e mantidas em casa de vegetação, após doze semanas de aclimatização. 
Substratos Sobrevivência (%) 
T1: Fibra de coco, casca de Pinus, carvão vegetal  46,66 b1 
T2: Vermiculita 68,33 b 
T3: T1+T2 (1:1)      95,00 a 
1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna, não diferem estatisticamente pelo 
teste de Tukey a 1% de probabilidade. 
 






Semente com embrião clorofilado e testa intacta 
Testa rompida/protocormo clorofilado (germinação)  
Protocormo com ápice e/ ou rizóides 
Protocormo com uma ou duas folhas 
Protocormo com duas ou mais folhas e raiz (plântula) 
  
 Porcentagem total de germinação (%) (semanas)  
Meios de 
cultura 2 4 6 8 12 
MS  30 a 52 a  60 b 70 b 72 b 
MS/2  32 a 55 a 66 a 74 b 74 b 
KC  13 c 30 b 33 c 33 c 36 c 




Anexo 1- Composição química dos meios de cultura utilizados na germinação de 
Acianthera prolifera em  mg L-1. 
Componentes MS  MS/2 WPM KC 
(NH4)2SO4 - - - 500 
MgSO4.7H2O 370 185 370 250 
K2SO4 - - 990 - 
CaCl.2H2O 440 220 96 - 
KNO3 1900 950 - - 
Ca(NO3)2.4H2O - - 556 1000 
NH4NO3 1650 825 400 - 
KH2PO4 170 85 170 250 
FeSO4.7H2O 27,3 13,9 27,8 25 
Na2EDTA 37,3 18,65 33,6 - 
MnSO4.4H20 22,3 11,15 - - 
MnSO4.H2O - - 22,3 7,5 
ZnSO4.7H2O 8,6 4,3 8,6 0,331 
MoO3 - - - 0,016 
CuSO4.5H2O 0,025 0,012 0,25 0,0624 
CoCl2.6H2O 0,025 0,012 - - 
KI 0,83 0,41 - - 
H3BO3 6,2 3,1 6,2 0,056 
NaMoO4.2H2O 0,25 0,12 0,25 - 
Mio-inositol 100 100 100  - 
Ácido Nicotínico 0,5 0,5 0,5 - 
Piridoxina HCl 0,5 0,5 0,5 - 
Tiamina HCl 0,1 0,1 1 - 
Glicina 2 2 2  - 
Sacarose 30000 30000 30000 30000 
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